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RESUMO - Inicialmente foram identificados em amostras de hidrolisados industriais,
0s principais compostos lignocelulésicos inibidores da fermentacdo alcodlica via
cromatografia liquida alta eficiéncia, sendo eles acido acetico, acido glicolico, acido
levulinico, HMF, furfural, acido p-cumarico, acido ferdlico e acido vanilico. Tendo os
principais compostos quantificados e identificados, realizou-se um estudo de diferentes
concentragdes destes inibidores em quatro diferentes linhagens laboratoriais e
industriais (CEN.PK113-7D, CEN.PK112, SA-1 e JAY270), a fim de verificar a
toxidade dos mesmos frente aos principais parametros cinéticos da fermentagédo (fase
lag e pmax,). De forma geral, a linhagem industrial S. cerevisiae SA-1 mostrou-se mais
tolerante frente as demais linhagens, em praticamente todas as condi¢cdes analisadas.
Visto que o segundo composto identificado nas amostras foi o acido p-cumario um
estudo de sua toxicidade frente as leveduras laboratoriais e industriais foi realizado e
observado que este composto possui um efeito dose dependente.

1.  INTRODUCAO

E esperado que a producdo de combustiveis a partir de residuos lignocelul6sicos
alcance representatividade na matriz energética mundial. Neste cenario, leveduras
desempenhardo importante papel como plataformas microbianas para 0s processos de
conversao dos agUcares derivados da biomassa em etanol e em outros produtos de interesse.
Apesar dos avancos considerdveis na area, a fermentacdo de hidrolisados lignocelulosicos
ainda apresenta alguns desafios cientificos e tecnolégicos, como por exemplo, os problemas
enfrentados na fermentacdo devido & presenca de diversos inibidores oriundos dos processos
de pré-tratamento e hidrélise da biomassa (tais como furaldeidos, compostos fendlicos e
acidos organicos). A geracdo destes inibidores reduz consideravelmente a eficiéncia da etapa
fermentativa, e muitas vezes, inviabilizam o processo como um todo (Almeida et al., 2007;
Della Bianca et al., 2013). Em vista do exposto, o presente trabalho buscou identificar e
quantificar os principais compostos inibidores presentes em amostras industriais de
hidrolisados, e avaliar o efeito toxico dos principais compostos identificados em linhagens
laboratoriais e industriais da levedura S. cerevisiae.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. ldentificacdo dos compostos inibitérios presentes em hidrolisados
lignoceluldsicos

Os éacidos organicos foram determinados via HPLC com coluna Biorad HPX 87H,
utilizando-se como fase movel H2SO4 (5mM). A analise dos derivados furénicos (furfural e
hidroximetilfurfural,) seguiu a metodologia proposta por Gouveia (2009) e 0os compostos
fendlicos com a metodologia de Kammerer et al. (2004).
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2.2. Estudo fisiologico da influéncia de diferentes concentracdes dos

principais inibidores lignoceluldsicos em linhagens de S. cerevisiaei

O estudo fisiologico foi realizado em meio definido desenvolvido por Verduyn et
al. (1992) e Luttik et al. (2000), com linhagens laboratoriais e industriais de S. cerevisiae. As
condicdes dos experimentos sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Condices testadas em diferentes linhagens de S. cerevisiae.

Inibidor Tipo de inibidor
Minima Concentragéo Maxima Concentragio
) (gL (gL )

Acido acético 3,00 (50 mM) 12,01 (200 mM) Acido orgénico
Acido levulinico 2,90 (25 mM) 23,22 (200 mM) Acido organico
Acido p-cumarico 0,41 (2,5 mM) 1,14 (7,0 mM) Composto fendlico
Acido ferdlico 0,09 (0,4 mM) 0,25 (1,3 mM) Composto fendlico

HMF 2,00 (15,8 mM) 4,00 (31,7 mM) Derivado furanico
Furfural 1,92 (20 mM) 3,84 (40 mM) Derivado furanico

3.  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Identificacdo dos compostos inibitorios presentes em hidrolisados
lignocelulosicos

A identificacdo e quantificacdo dos compostos inibitérios foi feita a partir dos tempos
de retencdo de cada um dos compostos em cada detector e de curvas padrdo, podendo-se

determinar a concentracdo dos compostos presentes em amostras de hidrolisados industriais
(Tabela 2).

Tabela 1 - Identificagdo dos compostos inibidores presentes em hidrolisados lignocelulésicos industriais.

Inibidor Concentracdo em hidrolisados de bagaco de cana-de-aclcar (g-L™?)
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

Acido glicélico 0.226 1.43 0.39 0.74 0.38
Acido acético 4.452 8.28 1.90 1.41 6.95
HMF 0,191 0,365 0,047 0,004 0,045
Furfural 0,934 1,066 0,113 0,020 0,008
Acido p-cumarico 0.420 0.276 0.108 -- 0.430
Acido ferulico 0.050 0.056 - - 0.130
Acido Vanilico 0.050 -- 0.044 -- 0.130

3.2. Avaliacdo de diferentes concentragdes dos principais inibidores

lignocelulosicos em linhagens de S. cerevisiae laboratoriais e industriais

O estudo mostrou que a linhagem de S. cerevisiae SA-1 foi tolerante em meios
contendo compostos inibitorios do que a linhagem referéncia CEN.PK113-7D, uma vez que a
duracdo da fase lag foi menor e a taxa de crescimento maior, na maioria dos casos
investigados.
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Figura 1 - pmax e tempo de fase lag nas diferentes concentracdes (g-L) de inibidores lignoceluldsicos.
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Legenda: Ac: Ac. acético; L: Ac. levulinico, F: furfural; H: HMF, C: Ac. p-cumérico; Fe: Aci. ferulico.

A Figura 1la mostra a robustez da linhagem industrial SA-1 perante as demais com
relacdo aos inibidores da classe de acidos organicos, uma vez que foi a Unica estirpe onde foi
obtido crescimento celular em meio com &cido acético a uma concentracdo de 3 g-L, ndo
sendo necessario elevado tempo de fase lag (Figura 1d). A Figura 1b mostra a dificuldade da
levedura crescer na presenca de furfural, apresentando extensas fases lag (Figura 1e). Onde
foi possivel observar crescimento, a linhagem SA-1 foi a que apresentou melhor desempenho.
Analisando a influéncia dos compostos fendlicos (Figura 1c) a linhagem SA-1 mostrou-se
novamente superior perante as demais, apresentando taxa maxima de crescimento pouco
influenciada pela presenca do composto inibidor, sendo a Unica estirpe que apresentou
crescimento nesta faixa de concentracdo de inibidor fendlico, sem grande extensdo da fase lag
(Figura 1f).

Realizou-se uma varredura de diferentes concentragc6es (eixo das abscissas em g-L) do
inibidor na levedura laboratorial de referéncia, CEN.PK 113-7D, onde foi possivel observar
(Figura 2a) uma taxa limite de toxicidade deste composto de 5 mM. Observa-se na Figura 2b
que o inibidor provocou um efeito dose dependente nos parametros fisiologicos da levedura

estudada.
Figura 2 — umax e coeficientes de rendimento em diferentes concentracdes de p-cumarico (g/L) em CEN.PK13-7D.
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Figura 3 — Curva de crescimento e coeficientes de rendimento para 5mM de &cido p-cumarico em diferentes linhagens.
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Foram realizados ensaios com leveduras industriais (SA-1 e JAY 270) nesta maxima
concentragdo. Analisando-se as curvas de crescimento e os coeficientes apresentados na
Figura 3a e 3b, pode-se notar um melhor desempenho da levedura industrial SA-1.

4. CONCLUSOES

A avaliacdo do efeito toxico de inibidores lignoceluldsicos presentes em hidrolisados
industriais de bagago de cana-de-agucar em 4 diferentes linhagens da levedura S. cerevisiae (2
linhagens laboratoriais e 2 industriais), mostrou a maior tolerancia da linhagem industrial
(SA-1) sobre as demais linhagens. A grande maioria dos inibidores teve um impacto
significativamente menor nessa linhagem, este fato corrobora a hipdtese de que as linhagens
industriais tendem a ser mais resistentes a condi¢des adversas e, portanto, sdo os melhores
candidatos como microrganismos-plataforma (chassis) no desenvolvimento de linhagens para
a industria do etanol 2G. Este estudo também mostrou que, para as concentraces avaliadas,
acidos fracos (como o acido acético e o levulinico) tiveram o efeito mais inibitorio em todas
as linhagens estudadas, em relacdo aos demais compostos avaliados. Os compostos fenélicos,
por outro lado, tiveram um menor efeito inibitorio nas concentra¢des estudadas. Analisando a
influéncia do &cido p-cumarico, pode-se concluir que ele possui um efeito dose-dependente e
que sua taxa maxima de toxicidade suportada pela levedura € de 5mM,
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